Plateforme microfluidique en polymère intégrant une microélectrode ionique sélective pour la détection de la mort cellulaire by Miville-Godin, Caroline
NOTE TO USERS 
This reproduction is the best copy available. 
UMI' 

UNIVERSITE DE MONTREAL 
PLATEFORME MICROFLUIDIQUE EN POLYMERE 
INTEGRANT UNE MICROELECTRODE IONIQUE SELECTIVE 
POUR LA DETECTION DE LA MORT CELLULAIRE 
CAROLINE MIVILLE-GODIN 
DEPARTEMENT DE GENIE PHYSIQUE 
ECOLE POLYTECHNIQUE DE MONTREAL 
MEMOIRE PRESENTE EN VUE DE L'OBTENTION 
D'UN DIPLOME DE MAITRISE ES SCIENCES APPLIQUEES 
(GENIE PHYSIQUE) 
AOUT 2009 
© Caroline Miville-Godin, 2009. 
1*1 Library and Archives Canada 
Published Heritage 
Branch 
395 Wellington Street 





Patrimoine de I'edition 
395, rue Wellington 
Ottawa ON K1A 0N4 
Canada 
Your Tile Votre reference 
ISBN: 978-0-494-57268-9 
Our file Notre reference 
ISBN: 978-0-494-57268-9 
NOTICE: AVIS: 
The author has granted a non-
exclusive license allowing Library and 
Archives Canada to reproduce, 
publish, archive, preserve, conserve, 
communicate to the public by 
telecommunication or on the Internet, 
loan, distribute and sell theses 
worldwide, for commercial or non-
commercial purposes, in microform, 
paper, electronic and/or any other 
formats. 
L'auteur a accorde une licence non exclusive 
permettant a la Bibliotheque et Archives 
Canada de reproduire, publier, archiver, 
sauvegarder, conserver, transmettre au public 
par telecommunication ou par I'lnternet, preter, 
distribuer et vendre des theses partout dans le 
monde, a des fins commerciales ou autres, sur 
support microforme, papier, electronique et/ou 
autres formats. 
The author retains copyright 
ownership and moral rights in this 
thesis. Neither the thesis nor 
substantial extracts from it may be 
printed or otherwise reproduced 
without the author's permission. 
L'auteur conserve la propriete du droit d'auteur 
et des droits moraux qui protege cette these. Ni 
la these ni des extraits substantias de celle-ci 
ne doivent etre imprimes ou autrement 
reproduits sans son autorisation. 
In compliance with the Canadian 
Privacy Act some supporting forms 
may have been removed from this 
thesis. 
Conformement a la loi canadienne sur la 
protection de la vie privee, quelques 
formulaires secondaires ont ete enleves de 
cette these. 
While these forms may be included 
in the document page count, their 
removal does not represent any loss 
of content from the thesis. 
Bien que ces formulaires aient inclus dans 




UNIVERSITE DE MONTREAL 
ECOLE POLYTECHNIQUE DE MONTREAL 
Ce memoire intitule: 
PLATEFORME MICROFLUIDIQUE EN POLYMERE 
INTEGRANT UNE MICROELECTRODE IONIQUE SELECTIVE 
POUR LA DETECTION DE LA MORT CELLULAIRE 
presente par: MIVILLE-GODIN, Caroline 
en vue de l'obtention du diplome de: MaTtrise es sciences appliquees 
a ete dument accepte par le jury d'examen constitue de : 
M. WERTHEIMER Michael R.. D.Sc.A., president 
M. GUENAT Olivier, Ph. D., membre et directeur de recherche 
M. IZQUIERDO Ricardo, Ph.D., membre 
IV 
REMERCIEMENTS 
Tout d'abord, je desire remercier mon directeur de recherche, le Professeur Olivier 
Guenat. Je vous remercie pour toutes les connaissances partagees, pour votre soutien et 
votre confiance. Merci pour la passion que vous m'avez transmise et qui inspire tous 
ceux avec qui vous travaillez. 
Un grand merci au Professeur Michael Wertheimer pour ses conseils et son support ainsi 
qu'a Luke MacQueen, pour son aide precieuse et sa disponibilite. 
Merci a Dre Silvia Generelli et a toute l'equipe du Laboratoire BioMEMS. 
Merci au Laboratoire de MicroFabrication de Polytechnique et au Laboratoire CRN2 de 
l'Universite Sherbrooke. Merci a Olivier Frey et au Laboratoire SamLab de l'Universite 
de Neuchatel. 
Merci au Groupe de Recherche en Sciences et Technologies Biomedicales (GRSTB) 
pour son support financier. 
Finalement, je remercie ma famille pour leur amour et leurs encouragements. Merci 
d'etre toujours la pour moi. 
V 
RESUME 
Pour etudier la reaction de cellules exposees a divers environnements et agents, il est 
avantageux d'incorporer des micropuits de culture cellulaire aux laboratoires-sur-puce 
(lab-on-a-chip). Ce sont les microdetecteurs integres a la plateforme microfluidique qui 
rendent possible la caracterisation de 1'evolution des fonctions cellulaires. Dans ce 
travail de maitrise, l'objectif est de concevoir une plateforme microfluidique 
polymerique integrant un micropuits de culture cellulaire capable de detecter la mort 
cellulaire. 
Le polydimethylsiloxane (PDMS) est le polymere choisi pour fabriquer cette plateforme 
microfluidique en raison de sa transparence aux longueurs d'onde du visible, permettant 
l'observation cellulaire par microscopie inversee. De plus, sa grande permeabilite aux 
gaz permet l'integration facile de cultures cellulaires. La rapidite et le faible cout de la 
microfabrication du PDMS par la technique du prototypage rapide permettent de creer 
des plateformes jetables, ce qui est une caracteristique necessaire pour les essais 
biomedicaux. 
La detection d'ions K+ permet d'etudier les fonctions de mort cellulaire, car les flux 
potassiques extracellulaires sont des indicateurs precoces de celle-ci. Les electrodes de 
type ioniques selectives sont ideales pour ce projet, puisqu'elles convertissent l'activite 
de ces ions libres en potentiel electrique. Les electrodes ioniques selectives ont 
l'avantage de ne pas necessiter de traceur, ainsi que d'avoir une grande selectivity et un 
temps de reponse court, permettant des mesures en temps reel. 
La plateforme microfluidique qui integre une microelectrode ionique selective et un 
micropuits cellulaire se compose de deux parties. La premiere, faite de PDMS, est 
constitute d'un microcanal reliant deux reservoirs. Elle est fabriquee en moulant le 
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PDMS sur un moule de photoresine epaisse microstructuree par photolithographic Les 
dimensions du microcanal rectangulaire sont de 50um de largeur et 65um de hauteur et 
chacun des reservoirs cylindriques a un volume de 250nL. La deuxieme partie de la 
plateforme est un substrat de verre sur lequel une micropiste de platine est structuree par 
un procede lift-off. L'assemblage des deux parties est realise en centrant le microcanal 
de PDMS sur la micropiste de platine. 
La derniere etape de fabrication de la plateforme est 1'introduction de la solution 
selective a l'ion K+ dans le premier reservoir. Cette solution, appelee membrane ionique 
selective, contient un ionophore pouvant se lier reversiblement a l'ion potassium, ce qui 
lui confere sa selectivity. Cette solution recouvre la micropiste de platine en remplissant 
tout le microcanal grace aux forces de tension de surface. Cette solution devient ensuite 
solide apres l'evaporation du solvant qu'elle contient. Le deuxieme reservoir, qui sert de 
micropuits cellulaire, est done en contact avec la membrane ionique selective sur une 
surface de 50u.ni x 65um. Etant donne la toxicite de cette membrane, ce design a 
l'avantage de minimiser la surface de contact avec le milieu cellulaire, tout en assurant 
une bonne stabilite des mesures grace a l'ancrage de la membrane a l'interieur du 
microcanal ainsi qu'au grand reservoir de membrane. 
La fonctionnalite de l'electrode selective au K+ integree a la plateforme est caracterisee 
par la mesure de sa sensibilite. La plateforme est placee dans un dispositif fluidique qui 
fait circuler une serie de solutions de differentes concentrations en potassium ([K+]) dans 
le reservoir congu pour la culture cellulaire. Une electrode de reference est incluse dans 
ce dispositif et baigne dans les memes solutions. Les variations de differences de 
potentiel entre l'electrode ionique selective et l'electrode de reference sont enregistrees 
via la piste de platine. Les variations de differences de potentiel en fonction de la 
concentration de l'ion K+ sont decrites par l'equation de Nernst. On observe typiquement 
une variation de 59 mV par decade de [K+], notee pK+, pour des concentrations de K+ de 
10~5M<[K+]<0,1M. 
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Le concept d'integration d'une electrode ionique selective au PDMS est d'abord verifie 
en utilisant une electrode aux dimensions macroscopiques. Une reponse quasi-
Nernstienne a ete obtenue et est demeuree stable pour plus de 4 jours. Cependant, sa 
sensibilite diminue et son temps de vie s'avere inferieur a 8 jours. Cette degradation est 
probablement causee par l'incompatibilite entre le PDMS et le solvant contenu dans la 
membrane ionique selective. En effet, le cyclohexanone contenu dans la membrane 
endommage le PDMS en le dissolvant et en le deformant, ce qui altere 1'adhesion entre 
le PDMS et le verre et nuit au contact entre la membrane et le platine. 
Dans le but d'augmenter la duree de vie de l'electrode ionique selective, il faut proteger 
le PDMS du cyclohexanone par une barriere de diffusion placee entre la membrane et le 
PDMS. Cette barriere doit avoir une bonne resistance chimique, une grande resistivite 
electrique, etre transparente et ne doit pas interferer avec l'electrode ionique selective. 
Suite a l'inefficacite des barrieres de diffusion creees par le traitement de surface du 
PDMS par UV/O3 et par le depot sol-gel, le choix s'est tourne vers le depot d'une 
couche mince de SiC>2 (150nm) par plasma-enhanced chemical vapour deposition 
(PECVD). Le Si02 semble etre ideal en raison de son caractere chimiquement inerte, de 
sa robustesse et de ses caracteristiques dielectriques. Cependant, la manipulation de 
l'echantillon deforme le PDMS et cree une contrainte mecanique dans la couche rigide 
de Si02, ce qui engendre des fissures. Afin d'eviter celles-ci, il faut reduire la difference 
d'epaisseur entre le PDMS et le SiOi, conformement a l'equation de Stoney. Cependant, 
pour la validation du concept realise a l'aide d'une macroelectrode, il s'avere difficile de 
travailler avec un dispositif dont l'epaisseur est inferieure au millimetre. Le choix se 
tourne done vers une barriere flexible, comme le Parylene. Grace a une couche de 5|4.m 
deposee a temperature ambiante, l'electrode ionique selective conserve une sensibilite de 
57 mV/pK+ qui demeure stable pour plus d'une semaine. 
Vll l 
L'electrode ionique selective aux dimensions micrometiques (50um x 65\im) demontre 
une reponse quasi-Nernstienne de 55 mV/pK+. Grace a un essai cellulaire preliminaire, il 
a ete possible de detecter les flux potassiques extracellulaires avec cette microelectrode 
ionique selective. Cet essai consiste en l'induction d'un choc hypoosmotique aux 
cellules de fibroblastes d'embryons de souris afin qu'elles activent leur mecanisme de 
Regulatory Volume Decrease (RVD) lors duquel des flux potassiques extracellulaires 
sont emis. En maintenant ces conditions hypoosmotiques, le RVD ne suffit plus et il y a 
mort cellulaire par necrose. Le succes des essais cellulaires nous permet done de 
conclure qu'il est possible de detecter la mort cellulaire avec une microelectrode ionique 
selective integree a une plateforme microfuidique en PDMS. 
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ABSTRACT 
In order to study the reaction of cells exposed to various environments and agents, it is 
helpful to integrate microwells for cellular culture in a "lab-on-a-chip". For the 
characterization of the time evolution of cellular functions, microsensors are integrated 
into a microfluidic platform. During this M.Sc.A project, the objective has been to 
design a microfluidic platform made of a polymer that integrates a cellular culture 
microwell, able to detect cell death. 
Polydimethylsiloxane (PDMS) is the polymer chosen to create the microfluidic platform 
because of its transparency at visible wavelengths, allowing the cellular observation by 
inverse microscopy. Moreover, its great permeability to gases allows the easy integration 
of cellular cultures. Rapidity and low cost of PDMS microfabrication by the technique 
of rapid prototyping allows one to create disposable platform, which represents an 
important characteristic for biomedical applications. 
With the detection of K+ ions, it is possible to study cell death, because extracellular 
potassium effluxes are early indicators of such cell death. Ion-selective electrodes are 
well suited for this project, since they convert the activity of free ions into an electric 
potential. Ion-selective electrodes do not require any tracer, they have a great selectivity 
and a rapid response time, thereby allowing measurements in real-time. 
The microfluidic platform which integrates an ion-selective microelectrode and a 
cellular microwell is composed of two parts. The first, made of PDMS, consists of a 
microchannel connecting two reservoirs. It is microfabricated by moulding the PDMS 
on a thick layer of photoresist that has been microstructured by photolithography. 
Rectangular microchannel dimensions are of 50u,m width and 65u,m height and each 
cylindrical reservoir has a 250nL volume. The second part of the platform is a glass 
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substrate on which a platinum microstrip is fabricated by a lift-off process. The 
assembly of the two parts is achieved by centering the microchannel of PDMS on the 
platinum microstrip. 
The last step of fabrication is the introduction of the K+-selective solution into the first 
reservoir. The solution covers the platinum microstrip by completely filling the 
microchannel, and it reaches the second reservoir by capillarity forces. This solution, 
called ion-selective membrane, becomes solid after the evaporation of its solvent. The 
second reservoir, used as a cell microwell, is thus in contact with the ion-selective 
membrane on a surface of 50um x 65um. Because of the toxicity of the membrane, this 
design has the advantage of minimizing the surface of contact with the cell medium, 
while ensuring a good stability of measurements, thanks to anchoring of the membrane 
inside the microchannel and relatively to the large membrane reservoir. 
The functionality of the K+-selective electrode within the platform is characterized by 
measurement of its sensitivity. The platform is placed in a fluidic manifold which 
circulates a series of solutions of varying potassium concentrations ([K+]) in the 
reservoir designed for the cell culture. A reference electrode is included in the manifold, 
and it bathes in the same solutions. Variations in potential differences between the ion-
selective electrode and the reference electrode are recorded via the platinum microstrip. 
These potential difference variations versus K+ concentration are described by the 
Nernst equation. A variation of 59 mV is typically observed per decade of [K+], noted 
pK+, for ion concentrations of 10~5 M < [K+] < 0,1 M. 
The concept of integration of an ion-selective electrode into a PDMS platform was 
initially verified by using an electrode of macroscopic dimensions. A quasi-Nernstian 
response was obtained and it remained stable for more than 4 days. However, its 
sensitivity decreased and its survival appeared to be less than 8 days. This degradation 
is probably caused by incompatibility between the PDMS and solvent contained in the 
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ion-selective membrane. Indeed, cyclohexanone contained in the membrane damages the 
PDMS by dissolving and deforming it, which results in deterioration of the adhesion 
between the PDMS and glass and weakens the contact between the membrane and the 
platinum. 
In order to raise the lifetime of the ion-selective electrode, it is necessary to protect the 
PDMS from cyclohexanone by a diffusion barrier placed between the membrane and the 
PDMS. This barrier must have a good chemical resistance, a large electrical resistance, it 
must be transparent and not interfere with the ion-selective electrode. Diffusion barriers 
created by the deposition by sol-gel chemistry and by UV/O3 treatment proved 
inefficient, but a better option was deposition of a thin SiC>2 layer (150nm) by plasma-
enhanced chemical vapour deposition (PECVD). The Si02 is well-suited for diffusion 
barrier because of its chemically inert character, its robustness and its dielectric 
properties. However, handling of the sample deforms the PDMS and creates a 
mechanical stress in the rigid SiC>2 layer, which in turn generates cracks. In order to 
avoid these, it is necessary to reduce the difference in thickness between the PDMS and 
SiC>2, in accordance to the Stoney equation. However, for proof-of-concept performed 
with a macroscopic electrode, it is difficult to work with a device of total thickness less 
than a millimeter. The choice thus turns to a flexible diffusion barrier, like Parylene. 
Thanks to a layer of 5um deposited at room temperature, the ion-selective electrode 
preserves a sensitivity of 57 mV/pK+, which remains stable for more than one week. 
An ion-selective electrode with micrometric dimensions (50um x 65 urn) shows a quasi-
Nernstian response of 55 mV/pK+. With a preliminary cellular essay, it was possible to 
detect extracellular potassium effluxes with an ion-selective microelectrode. This test 
comprises inducing a hypoosmotic shock to the cells (mouse embryo fibroblasts), to 
make them activate their mechanism of Regulatory Volume Decrease (RVD), during 
which extracellular potassium effluxes are emitted. By maintaining these hypoosmotic 
conditions, the RVD is not able to restore equilibrium and cells suffer necrosis. The 
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success of the cellular essays enables us to conclude that it is possible to detect cellular 
death with an ion-selective microelectrode integrated into a microfuidic platform made 
ofPDMS. 
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CHAPITRE 1: INTRODUCTION 
Les connaissances avancees en chimie organique et en genomique appliquee ont 
contributes grandement au developpement de nouveaux medicaments. L'etape limitante 
n'est plus la synthese des composants ou 1'identification des cibles, mais la validation de 
Fagent. Lors d'une recherche de nouveaux medicaments, il faut tester un tres grand 
nombre d'agents potentiels et etre en mesure d'identifier le plus tot possible ceux qui ont 
une forte probability de devenir un medicament commercialisable [1], ou, inversement, 
ceux qui sont toxiques. 
Les precedes employes traditionnellement par les compagnies pharmaceutiques pour la 
recherche de nouveaux medicaments suivent tous une meme ligne directrice. On teste 
d'abord Finteraction et la liaison entre une proteine cible et quelques molecules 
susceptibles de repondre aux besoins du medicament. Les molecules qui se lient avec 
une certaine efficacite sont conservees afin de creer une classe initiale de composants. 
Les candidats sont alors progressivement elimines par une serie d'essais de toxicite in 
vivo. Etant donne le cout de ces essais, il est avantageux de reduire au minimum le 
nombre de composants de cette classe initiale. 
Pour ce faire, les tests preliminaires de liaison entre la proteine cible et le medicament 
potentiel auraient avantage a fournir aussi des informations preliminaires sur la toxicite 
de Fagent teste. II serait avantageux de realiser ces tests de liaisons au sein d'une culture 
cellulaire et d'etudier F evolution des fonctions cellulaires en presence de Fagent. Ceci 
fournirait des informations preliminaires au sujet de la toxicite de Fagent. 
En comparaison aux tests in vivo, les tests in vitro representent des couts faibles et 
permettent de reduire le temps des essais. Cependant, puisque le modele cellulaire in 
vitro n'est pas representatif en tout point de la reponse in vivo, les tests in vivo 
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demeurent une etape essentielle du processus de validation des nouveaux medicaments. 
Dans ce contexte, la miniaturisation des systemes pour essais cellulaires qui sont 
specialement designes pour reproduire le comportement in vivo ont la capacite 
d'augmenter la capacite a la prediction pour le processus de decouverte [1]. 
Les tests in vivo traditionnels, comme les essais in vitro, sont des modeles 
toxicologiques simplifies avec leurs limites intrinseques qui se basent sur des hypotheses 
fondamentales. La toxicologie traditionnelle emet l'hypothese que la reponse animale est 
representative de la reponse de l'organisme humain en presence du meme agent. La 
toxicologie in vitro quant a elle, se base sur l'hypothese que les effets d'un agent sur une 
culture cellulaire humaine sont representatifs de la reponse chez 1'humain. 
En utilisant les technologies developpees au niveau des laboratoires-sur-puce (lab-on-
chip), on peut creer une plateforme qui integre un grand nombre de puits cellulaires dans 
le but de les exposer a differents agents a tester. Avec ce design, il est possible de tester 
plusieurs populations de cellules, representant par exemple, les principaux organes 
humains. Ce type d'essai cytotoxicologique realise sur un laboratoire-sur-puce promet 
de reduire considerablement les quantites de reactifs et d'agents necessaires aux 
processus de validation de nouveaux medicaments. H permet aussi de diminuer le temps 
necessaire pour obtenir un profil de toxicite en parallelisant les essais et il diminue le 
personnel operant en facilitant l'automatisation et en augmentant la reproductibilite des 
essais [2]. Les essais cytotoxicologiques permettent egalement d'eviter les 
problematiques efhiques rencontrees lors des essais traditionnels effectues in vivo. 
Pour ce faire, il faut etre en mesure d'exposer les cellules aux differents agents a tester et 
de detecter la reponse cellulaire face a cette exposition. En plus des elements 
microfluidiques et des cultures cellulaires, la plateforme pour essais cytotoxicologiques 
doit integrer des elements de detection. Elle doit permettre l'observation de revolution 
des fonctions cellulaires comme le taux de mortalite, les mutations, le developpement de 
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cancer etc. reintegration de tous ces composants sur une meme plateforme presente 
plusieurs defis [3]. Dans ce travail, on se concentre specialement au developpement d'un 
detecteur micrometrique pouvant s'integrer a une culture cellulaire sur puce. On 
s'interesse particulierement a la detection des fonctions de mort cellulaire en temps reel. 
Les deux processus principaux de mort cellulaire sont la necrose et l'apoptose. Ceux-ci 
induisent des flux potassiques extracellulaires qui sont des marqueurs precoces de la 
mort cellulaire [4]. Dans le cas de la necrose, le potassium s'echappe des cellules 
mourantes suite a la rupture de la membrane cellulaire. Lors de l'apoptose, un 
mouvement d'ions potassium accompagne la perte de volume de la cellule apoptotique 
[5]. Ces signaux cellulaires peuvent etre detectes par une electrode ionique selective qui 
presente l'avantage de pouvoir etre miniaturisee et qui ne necessite pas de traceur 
additionnel. Recemment, le laboratoire du Pr. Guenat a developpe une plateforme 
microfluidique integrant des microelectrodes selectives au K+ capables de detecter et de 
quantifier la mort cellulaire en temps reel [4]. Ces resultats prometteurs ont ete obtenus 
avec une plateforme microfluidique en silicium. Ce type de plateforme presente certains 
points faibles, dont une microfabrication dispendieuse et fastidieuse ainsi qu'une 
incompatibilite avec la microscopie inversee en raison de l'opacite du Si aux longueurs 
d'onde du visible. 
L'objectif de ce projet est de concevoir une plateforme microfluidique polymerique qui 
comprend des micropuits de culture cellulaire et qui integre un reseau de microelectodes 
ioniques selectives. Cette plateforme est similaire au prototype realise en silicium [4], 
mais elle presente l'avantage d'etre transparente aux longueurs d'onde du visible et elle 
peut etre realisee a plus faible couts par la technique du prototypage rapide [6]. Ce 
dernier avantage est particulierement important pour des applications de cultures 
cellulaires pour lesquels ces dispositifs sont a utilisation unique afin d'eviter les 
contaminations. 
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Le chapitre suivant resume brievement la litterature qui traite des cultures cellulaires sur 
puce, des electrodes ioniques selectives pour l'etude des signaux cellulaires et des 
substrats de polymeres pour les plateformes microfluidiques avec micropuits cellulaires. 
Ensuite, le chapitre 3 presente les aspects theoriques necessaires a la comprehension des 
travaux effectues au niveau des electrodes ioniques selectives, du materiau polymere 
utilise et des mecanismes de morts cellulaires. Le chapitre 4 regroupe la methodologie et 
les methodes de fabrication utilisees dans ce projet. On y presente aussi les montages 
experimentaux et les protocoles utilises lors des tests effectues sur la plateforme 
microfluidique integrant une microISE (micro ion-selective electrode). La presentation 
des resultats et de leurs analyses font l'objet du chapitre 5, en particulier la stabilite a 
long terme des electrodes ioniques selectives avec ou sans barriere de diffusion. 
Finalement, ce travail mene a la conclusion qu'il est possible d'integrer une 
microelectrode ionique selective a une plateforme microfuidique en polymere capable de 
detecter la moil cellulaire. 
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CHAPITRE 2 : REVUE DE LA LITTERATURE 
Ce chapitre debute par un survol de la litterature traitant des plateformes microfluidiques 
dediees a la culture cellulaire, dans le but de faire ressortir les avantages et les enjeux de 
ces dispositifs. Par la suite, on s'interesse particulierement aux microplateformes 
cellulaires qui integrent des electrodes ioniques selectives. Les techniques recentes qui 
utilisent des polymeres pour creer des micropuits cellulaires sont ensuite presentees. 
Toutes ces connaissances sont combinees afin de concevoir un design optimise de 
plateforme microfluidique en polymere avec micropuits cellulaire integrant une 
electrode ionique selective. Ce chapitre met 1'accent sur les elements nouveaux mis de 
l'avant dans ce projet de maitrise, qui a notre connaissance, n'ont encore jamais ete 
etudies. 
2.1 Culture cellulaire integree aux microplateformes 
L'origine de la microfluidique date des annees 1990. La microfluidique a largement 
contribue a l'emergence des lab-on-a-chip (laboratoire sur puce), dispositif integrant 
completement ou partiellement un systeme de pompage de solutions aqueuses, un 
micromelangeur, un systeme d'analyse, etc. Les premieres applications microfluidiques 
etaient essentiellement prevues pour l'analyse chimique, puis bio-chimique, 
d'echantillons ou de solutions aqueuses. Plus recemment, ces dispositifs ont ete utilises 
pour cultiver des cellules directement sur puce. Les dimensions micrometriques des 
canaux se sont revelees etre un atout important pour controler spatialement et 
temporellement la croissance cellulaire. En effet, la dimension lineaire (10 a 100 urn) 
des cellules eucaryotes est tres semblable a celle des microcanaux. Les plateformes 
microfluidiques sont des outils ideaux permettant aux biologistes d'etudier et de 
manipuler les cellules avec precision [7]. 
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Garantir la viabilite et la fonctionnalite cellulaire sur puce est un processus complexe qui 
requiert une bonne maitrise de la microfluidique et des techniques de micro-ingenierie 
de l'environnement cellulaire [8]. Les etudes actuelles tentent de reproduire un 
environnement cellulaire le plus representatif possible de leur fonctionnement in vivo 
[9]. 
Grace a la grande capacite d'integration des plateformes microfluidiques, il est possible 
d'inclure un microsysteme pouvant directement analyser certaines fonctions cellulaires. 
II devient possible de modifier les conditions extracellulaires sur la plateforme et de 
mesurer les effets sur la culture cellulaire. Ces avancees permettent d'investiguer les 
fonctions cellulaires et sont particulierement utiles dans ce projet lors du design du 
dispositif. 
2.2 Microelectrodes ioniques selectives et cultures cellulaires 
L'analyse des fonctions cellulaires peut s'effectuer avec differents detecteurs, 
notamment a l'aide d'electrodes selectives aux ions (ion-selective electrode, ISE), qui 
s'integrent facilement dans un systeme microfluidique complexe [4]. Les electrodes 
ioniques selectives permettent de mesurer la variation de concentration d'un ion en 
solution, notamment le Na+ ou le K+,pour n'importe quel type de cellules. C'est une 
methode efficace pour etudier plusieurs fonctions cellulaires qui impliquent des 
changements ioniques, comme dans le cas de la mort cellulaire (modification de la 
concentration de potassium). 
L'integration d'electrodes ioniques selectives dans un dispositif microfluidique permet 
de creer une methode d'analyse ionique rapide, ayant une grande selectivity et une tres 
bonne sensibilite [10]. Grace aux avancements en microfabrication, des reseaux de 
microeletrodes ioniques selectives ont ete crees afin de permettre l'etude des signaux 
cellulaires. Le premier reseau de ce genre a ete realise avec des electrodes planaires, de 
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quelques centaines de micrometres de diametre, en deposant la membrane ionique 
selective sur la surface de l'electrode [11]. L'adhesion de ce composant etant faible, 
F electrode se deteriore prematurement. 
Recemment, l'equipe du Pr. Guenat a realise un reseau de microelectrodes ioniques 
selectives en silicium ayant des dimensions inferieures au diametre cellulaire. Celles-ci 
sont formees d'une micropipette connectee a un reservoir par un microcanal. La 
membrane ionique selective est introduite dans ce reservoir et remplit le microcanal et la 
micropipette [4]. Dans cette plateforme microfluidique, c'est la predominance des forces 
de tension de surface [12] qui permet de remplir la micropipette de membrane ionique 
selective sans avoir recourt a aucun systeme de pompage externe. De plus, cette 
geometrie a permis de creer une surface active reproductible et stable, qui assure une 
encapsulation de la membrane et qui evite le probleme d'adhesion rencontre avec les 
electrodes planaires. Egalement, le volume de membrane ionique selective contenue 
dans le microcanal et le reservoir favorise la longevite du capteur [4]. Ce type de reseau 
s'est montre ideal pour etudier l'activite ionique dans les essais cellulaires in vitro et 
presente l'avantage de pouvoir realiser des detections multiples [4]. 
Cette plateforme microfluidique permet de quantifier le nombre de cellules mourantes en 
evaluant la concentration de potassium extracellulaire. Ceci a ete accompli en realisant 
une comparaison entre les mesures potentiometriques et un essai live/dead en 
fluorescence sous les memes conditions. Une comparaison entre les deux mesures 
montrent clairement le delai entre les flux potassiques extracellulaires precedant la mort 
cellulaire mesures par l'electrode ionique selective et la necrose cellulaire confirmee par 
les mesures en fluorescence [4]. Cette plateforme permet done la detection des flux 
potassiques extracellulaires, qui sont des indicateurs precoces de mort cellulaire. 
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Etant donne le succes du design de la plateforme du Pr. Guenat, le travail presente dans 
ce memoire consiste en la conception d'une nouvelle version de cette plateforme 
microfluidique, qui s'inspire des points forts et compense les points faibles. Les points 
faibles majeurs de la plateforme en silicium sont essentiellement: son cout eleve, son 
long temps de fabrication et son opacite aux longueurs d'ondes du visible, ce qui rend la 
plateforme en Si inutilisable sous microscope inverse utilise en biologie cellulaire. 
Dans ce projet, il s'agit de creer une plateforme microfluidique avec micropuits 
cellulaire integrant une microelectrode ionique selective en utilisant un substrat 
polymerique transparent en remplacement du silicium. L'amelioration majeure apportee 
par ce projet est la transparence du substrat aux longueurs d'onde du visible. Ceci est 
primordial pour 1'observation cellulaire par microscopie inversee, utilisee regulierement 
en biologie cellulaire. II sera done possible d'observer par microscopie le comportement 
cellulaire en parallele avec l'enregistrement des signaux potassiques, Deuxiemement, la 
fabrication par prototypage rapide (section 2.3) est nettement moins couteuse que celle 
du silicium. 
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2.3 Substrats polymeriques 
La microfluidique a ete developpee grace aux techniques de microfabrication utilisees en 
microelectronique, qui permettent de creer des microstructures faites de silicium et de 
verre [3]. Cependant, comme on le constate avec la microfabrication des micropipettes 
en silicium [4], la microfabrication de ces materiaux est assez longue et couteuse. 
Comme cela a ete le cas dans plusieurs projets de plateforme microfluidiques, le cout de 
fabrication eleve du silicium et du verre a motive le travail avec des polymeres qui 
peuvent etre moules, par des techniques d'injection ou d'embossage [13]. L'utilisation 
de polymeres est tout a fait adapte au essais biomedicaux, puisque leur faible cout de 
microfabriction permet de creer des dispositifs a usage unique et voues a une 
consommation de masse [6]. Dans la litterature scientifique, le materiel le plus courant 
est le PDMS, car il est peu cher et il peut etre microstructure par la technique du 
prototypage rapide. Cette nouvelle technique, proposee par l'equipe de Whitesides et al. 
en 2000 [14], permet de creer des microstructures rapidement et en plusieurs 
exemplaires, par le moulage de polymere sur un moule reutilisable. Le PDMS est 
particulierement interessant pour les plateformes microfluidiques, puisque son caractere 
deformable facilite l'integration de divers composants de controle, comme les vannes et 
les pompes [3]. De plus, le PDMS est permeable aux gaz, il est biocompatible et il est 
tres facile de le joindre a un autre materiel pour former des canaux etanches [15]. 
Ce projet a done pour but de creer une nouvelle version en PDMS de la plateforme 
microfluidique avec micropuits cellulaire integrant une electrode ionique selective. Les 
avantages potentiels de ce nouveau prototype sont sa rapidite de microfabrication et son 
faible cout. Egalement, la transparence aux longueurs d'onde du visible est un avantage 
majeur duquel on pourra tirer profit lors des essais cellulaires. 
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Bien que le PDMS combine plusieurs avantages, son utilisation comme substrat 
comporte aussi des inconvenients. En effet, le PDMS est permeable, ce qui implique que 
le contenu d'un canal fait de PDMS peut s'evaporer a travers celui-ci. De plus, certains 
composants hydrophobes de petites tallies peuvent etre absorbes de maniere permanente 
dans le substrat de PDMS. Ces phenomenes doivent etre pris en compte lors du design 
d'une plateforme microfluidique en PDMS. 
Plusieurs travaux ont ete realises dans le but d'ameliorer la resistance chimique du 
PDMS a 1'absorption de composants hydrophobes en modifiant la surface des 
microcanaux de differentes fatjons [13]. Plusieurs solutions impliquent le SiC>2, etant 
donne son caractere chimiquement inerte et sa transparence [16]. De plus, le SiC>2 est un 
bon isolant electrique et thermique, il est hydrophile et ses caracteristiques de surface 
sont bien connues [13]. II y a differentes fagons de creer une barriere de diffusion en 
Si02 sur du PDMS : 
a) Depot sol-gel 
b) Depot par PECVD (plasma-enhanced chemical vapor deposition) 
c) Traitement par plasma O2 
d) Traitement UV/O3 
Le procede chimique sol-gel permet de former des particules inorganiques de SiC>2 dans 
la couche surfacique du PDMS [15]. Ce traitement cree une region pres de la surface 
ayant une grande densite de SiCh distributes de maniere homogene, formant une couche 
inorganique poreuse. Cette couche permet d'eviter l'absorption et 1'adsorption de 
composants hydrophobes [15] et cree un substrat de PDMS apte a supporter beaucoup 
plus d'applications. II est egalement possible de deposer sur le PDMS une couche mince 
de SiC>2 par PECVD (plasma-enhanced chemical vapor deposition). D existe aussi le 
traitement du PDMS par plasma d'oxygene qui cree une couche surfacique semblable au 
SiC>2 (silica-like), mais qui n'est pas tres stable dans le temps [17]. Le traitement du 
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PDMS par UV/O3, normalement utilise dans le but d'ameliorer 1'adhesion cellulaire sur 
le PDMS [18], cree une couche semblable dont le temps de vie est prolonge. 
Une alternative interessante au SiC>2 pour la creation d'une barriere de diffusion sur le 
PDMS est le Parylene. En effet, l'equipe de Shin et al. depose une couche de ce 
polymere a l'interieur de leurs microcanaux de PDMS afin d'eviter l'evaporation de 
leurs echantillons lors d'un procede nomme polymerase chain reaction (PCR) [19]. 
Cette methode est aussi considered dans ce projet comme barriere de diffusion. 
Ce projet propose done plusieurs idees de barriere de diffusion afin d'ameliorer les 
capacites du substrat de PDMS pour des applications microfluidiques. Ces options 
seront testees et analysees au niveau de la plateforme microfluidique en PDMS avec 
micropuits cellulaire integrant une microelectrode ionique selective qui a ete realisee au 
cours de ce projet. 
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CHAPITRE 3 : ASPECTS THEORIQUES 
Dans ce chapitre, les notions theoriques relatives au projet sont presentees. Le 
fonctionnement de 1'electrode ionique selective est detaille ainsi que la technologie 
utilisee pour la microfabrication de la plateforme dans laquelle ce capteur est integre. De 
plus, les proprietes du PDMS sont presentees. Ce chapitre se termine par une breve 
description de la mort cellulaire. 
3.1 Electrode ionique selective 
L'electrode ionique selective, ou ISE (ion-selective electrode), est une cellule 
electrochimique dont le schema est presente a la figure 3.1. Ce type d'electrode permet 
de mesurer les variations de concentration d'un ion cible contenu dans un echantillon, 
par le biais de la mesure du potentiel electrique (force electromotrice, fern). Dans ce 
projet, l'echantillon est soit une solution de calibration, soit une culture cellulaire. 
Le composant cle de VISE est la membrane ionique selective (fig. 3.1), car elle contient 
l'ionophore qui se lie reversiblement a l'ion cible. Cette membrane est aussi formee d'un 
plastifiant, d'un sel lipophile agissant comme echangeur d'ions et d'une matrice de 
polymere [20]. En modifiant la composition de cette membrane, en particulier 
l'ionophore, on peut former une electrode ionique selective a un ion different. 
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-membrane ionique selective 
Figure 3.1 : Composants d'une electrode ionique selective. L'echantillon represente la 
solution contenant l'ion cible. 
UISE repond a l'activite de l'ion cible, dans ce travail le K+, et couvre generalement une 
plage de sensibilite pouvant aller de 1 M a 10" M. Sa selectivite a l'ion cible est relative 
a la constante d'equilibre de la reaction d'echange entre la phase organique (membrane 
ionique selective) et aqueuse de l'ion cible et des ions interferents [20]. 
La force electromotrice (fem) a travers la cellule electrochimique de la figure 3.1 est la 
somme de la contribution de tous les potentiels individuels aux interfaces. Pour illustrer 
ces contributions, voici un exemple d'une cellule telle que presentee a la figure 3.1, ou 
ER est 1'electrode de reference : 
r 
ER ISE 
Ag/AgCl/sol. int./jonction liquide// echantillon //membrane/sol. int./AgCl/Ag 
Ei E2 E3 Ej E M E4 E5 Efi 
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Les potentiels Ej et Ej (i = 1 a 6) sont independants de 1'echantillon et peuvent etre 
considered constants, 
Econst = E] + E2 + E3 + E4 + E? + Eg + Ej et la fern mesuree peut etre simplifiee par 
1'expression : 
fem = EConst +EM (1) 
II s'agit done d'analyser le comportement de EM, le potentiel a l'interface entre la 
membrane ionique selective et 1'echantillon, qui est representatif de l'activite de l'ion 
cible dans 1'echantillon. EM peut etre decrit grace a des considerations 
thermodynamiques en assumant que le transfer! d'ions a l'interface et que les processus 
de formation du complexe sont rapides, ce qui assure done la presence d'un equilibre 
thermodynamique a l'interface [20]. 
EM = E°+RT/nF-In am) (2) 
ou, E est une constante 
R = 8,3145 
J 
K • mol 
T - 29%K = Temperature ambiante 
C 
= Constante universelle des gaz 
F = 9,6485 \0" = constante de Faraday 
mol 
n = valence de l'ion (n = 1 pour K+) 
L'equation 2 est l'equation de Nernst qui etablit la relation entre l'activite de l'ion en 
solution aqueuse, a](aq), et la force electromotrice mesuree : 
fern = Econst+ E°+ RT/nF- In ai(aq) (3) 
fern = E°'+ RT/nF- In ai(aq) (4) 
fem = E° + —— • log ai(aq) (5), ou E° est une constante 
n 
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L'activite ionique se definit comme la deviation du comportement d'une particule de 
solute par rapport au comportement ideal theorique, soit la dissociation complete du 
solute en ions d'Arrhenius [21]. On l'exprime comme le produit entre la concentration 
ionique [I(aq)] et le coefficient d'activite 7i(aq): 
ai(aq) = Tl(aq) * [I(aq)] ( 6 ) 
Dans ce projet, les coefficients d'activite sont approximes comme etant egal a 1'unite 
pour les solutions utilisees, soit composees de 150mM NaCl et de 0,1 M a 10~7 M KC1. 
Dans les applications de ce travail, puisque c'est l'ion K+ qui est etudie, l'expression 5 
peut s'exprimer comme : 
fem = E°'+ 59,1 • log ([K+]) (7) • 
La figure 3.2 montre Failure d'une courbe de reponse Nernstienne theorique et presente 
la notion de limite de detection de VISE, qui determine la concentration minimale de 
l'ion cible pour laquelle la reponse est de type Nernstienne. 
50 mV / j Rente : 59,1 




Limite de log (YK+ ' [K ]) 
detection 
Figure 3.2 : Courbe theorique de la fem mesuree en fonction du logarithme de l'activite 
ionique de K+, ou la pente est representative de la loi de Nernst. 
fem 
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3.2 Proprietes du polydimethylsiloxane 
Le PDMS est le polymere organosilicie qui a ete choisi pour ce projet, en remplacement 
du silicium [4]. Contrairement au silicium, le PDMS est transparent aux longueurs 
d'onde du visible, caracteristique indispensable pour l'observation cellulaire avec un 
microscope inverse. Sa permeabilite au gaz peut egalement etre un atout pour les 
cultures cellulaires sur puce, puisque le PDMS permet l'echange d'oxygene et de gaz 
carbonique avec l'air environnant. 
Cependant, selon l'application choisie pour le biomicrosysteme en PDMS, certaines de 
ses proprietes peuvent causer des problemes. Son hydrophobicite peut rendre difficile 
l'introduction de solutions aqueuses dans les microcanaux. Un traitement de surface par 
plasma oxygene [22] ou par irradiation UV [23] peut limiter ce probleme en rendant plus 
hydrophile la surface du PDMS. Ces proprietes sont utilisees pour favoriser l'adhesion 
cellulaire. D'autres traitements de surface peuvent etre utilises a cet effet, telle que le 
traitement par hydroxyde de sodium [24]. 
Dans ce travail, on cherche a integrer une microISE dans une plateforme microfluidique 
en PDMS. L'interaction entre le solvant de la membrane ionique selective et le PDMS 
est un des points cruciaux dans ce probleme. Le PDMS peut en effet gonfler et meme 
etre dissous en presence de certaines substances organiques [25]. La litterature 
concernant les interactions entre le PDMS et le cyclohexanone, qui est utilise dans la 
composition de la membrane ionique selective, est assez rare. Chen et al. [26] ont 
montre qu'en augmentant la concentration de cyclohexanone dans du chloroforme, le 
PDMS a une nette tendance a se dissoudre. Dans notre cas, cette tendance sera encore 
plus prononcee, car la concentration de cyclohexanone sera tres elevee; d'autre part, 
Taction du cyclohexanone sur le PDMS est prolongee, car son 
evaporation sera ralentie par son confinement dans des microcanaux. Cet 
aspect necessitera done de proteger le PDMS du cyclohexanone. 
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3.3 Mort cellulaire 
Une cellule mammifere en sante est sensible, entre autres, aux changements ioniques de 
son environnement et elle reagit pour conserver son equilibre osmotique. Pour 
comprendre ses reactions, le tableau 3.1 presente les concentrations ioniques typiques de 
cellules mammiferes [27]. 
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Lorsqu'il y a rupture de la membrane cellulaire et deversement de son contenu dans le 
milieu environnant, c'est la mort cellulaire par necrose. La necrose est caracterisee par 
une mort passive et accidentelle resultant de perturbations externes. La detection d'une 
augmentation soudaine et drastique de la concentration d'ions potassium dans le milieu 
extracellulaire est done un bon indicateur de necrose [4]. 
Les flux potassiques extracellulaires ne donnent pas seulement des informations sur la 
necrose. lis jouent egalement un role d'indicateur dans les autres processus de mort 
cellulaire [4]. En effet, le flux de potassium a travers les canaux potassiques et la perte 
de volume de la cellule qui en decoule sont des indicateurs precoces de la mort 
cellulaire. Ce phenomene a ete observe chez les embryons de souris par Trimarchi et al. 
[28]. Cette equipe conclut que la mesure non invasive de potassium pathophysiologique 
pourrait identifier que l'embryon est en processus de mort cellulaire avant meme la 
manifestation d'indices morphologiques ou d'empreintes moleculaires de mort cellulaire 
[28]. 
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Les flux d'ions potassiques vers le milieu extracellulaire peuvent aussi permettre 
1'identification du mecanisme de mort cellulaire. En effet, les flux d'ions K+ peuvent 
indiquer qu'il y a apoptose, car ils interviennent dans le processus appele Apoptotic 
Volume Decrease (AVD) [5]. L'apoptose est un mecanisme actif et programme de 
desassemblage cellulaire autonome menant a la mort cellulaire, qui ne provoque pas 
d'inflammation [29], contrairement a la necrose. L'equipe de Barbiero a determine que 
la concentration intracellulaire de potassium dans une cellule de fibroblaste de souris 
passe de 140 mM a 50 mM lors de l'apoptose [30]. Ces flux de potassium jouent done 
un role important sur le controle de l'apoptose [31] et s'averent independants du type 
cellulaire et du stimulus utilise pour induire l'apoptose [5]. 
Jusqu'a recemment, on considerait la mort cellulaire sous le paradigme 
apoptose/necrose. Cependant, Fink et Cookson [29] ont demontres que le spectre 
biologique reel de la mort cellulaire est beaucoup plus diversifie. En effet, la cellule en 
sante repond par une variete de voies moleculaires lorsqu'elle est soumise a des stimuli 
de mort cellulaire. Les voies identifiees a ce jour sont l'apoptose, l'autophagie, l'oncose, 
la pyroptose et d'autres voies sont en processus d'identification. 
Dans ce travail, on s'interesse aussi a la mort cellulaire par oncose, qui se caracterise par 
le gonflement de la cellule et des organelles, ainsi que par l'augmentation de la 
permeabilite de la membrane [29]. Le gonflement de la cellule peut etre provoque en 
modifiant le milieu extracellulaire afin de le rendre hypotonique, e'est-a-dire que : 
[Na+]extraceiiuiaire < 145 mM. Dans ce cas, la cellule se gonfle d'eau par osmose. En 
reaction a cette augmentation de volume, la cellule active son mecanisme de Regulatory 
Volume Decrease (RVD). Le mecanisme RVD s'opere par l'activation de la voie des flux 
potassiques extracellulaires [5, 32] et il y a une augmentation de la concentration d'ion 
potassium dans le milieu extracellulaire. Dans ce travail, les flux potassiques seront 
provoques par un choc hypoosmotique. Dans les cas ou le RVD ne parvient pas a retablir 
l'equilibre, le choc hypoosmotique peut mener a la necrose. 
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CHAPITRE 4 : METHODOLOGIE ET FABRICATION 
Ce chapitre regroupe les informations techniques utiles pour la realisation du projet. Le 
materiel utilise, la methode de fabrication des dispositifs et les differents designs sont 
presentes en details. L'instrumentation utilisee, les protocoles experimentaux ainsi que 
les montages sont egalement expliques. 
4.1 Materiel 
Cette section presente les composants utilises pour la fabrication de la membrane 
ionique selective, ainsi que ceux necessaires aux tests de fonctionnalite de 1'electrode 
ionique selective. On y precise aussi les produits et les protocoles utilises pour la culture 
cellulaire. 
4.1.1 Membrane ionique selective et solutions standard 
La membrane selective aux ions K+ utilisee dans la microelectrode ionique selective 
(microISE) est composee des elements suivants : 
• Ionophore : Valinomycine (5 %, masse/masse) 
• Sel : Potassium tetrakis[3,5-bis(trifluoromethy])phenyl]borate (1 %, m/m) 
• Plastifiant: bis (2-ethylhexyl) sebacate (89 %, m/m) 
• Matrice : PVC (polychlorure de vinyle) (5 %, m/m) 
Ces composants, totalisant 200 mg, sont dissous dans du cyclohexanone (420 uL). Les 
composants de la membrane et le solvant sont de qualite selectophore {Sigma-Aldrich). 
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Le chlorure de sodium et le chlorure de potassium utilises dans les solutions standard 
pour la calibration de VISE et pour les essais cellulaires sont de qualite puriss p.a. 
(Sigma-Aldrich). Les solutions de calibration sont preparees avec de l'eau deionisee 
(resistance specifique > 18 MQcm"1) en diluant une solution de 2'JO"1 M KC1 /150 mM 
NaCl dans une solution de 150 mM NaCl afin d'obtenir des solutions de 10 2, 10"", 10~4, 
10'5, 10"6etlO"7MKCl. 
4.1.2 Composants et protocole pour la culture cellulaire 
Des fibroblastes d'embryons de souris (NIH/3T3, CRL-J65&, ATCC) sont utilises pour 
les essais cellulaires, etant donne leur facilite au niveau de la culture. Les cellules sont 
maintenues dans un milieu de culture DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, 
AQmedia, D0819, Sigma) supplement^ avec 10% de serum de veau (No.30-2030, 
ATCC) et avec 1% de penicilline/streptomycine (P7539, Sigma). Les cellules sont 
cultivees dans des fioles de type T-flask de 75cm2 dotees d'un bouchon permeable a 1'air 
(CellStar, 658-175, Greiner bio-one) dans un atmosphere controle a 37°C et 5% CO2 et 
sont transferees tous les 2 ou 3 jours. L'inoculation commence a 200 000 cellules/mL et 
les cellules sont transferees dans une nouvelle flasque avant de devenir confluentes. La 
concentration cellulaire est determinee par un hemacytometre et la viabilite cellulaire est 
determinee par la methode d'exclusion du Trypan bleu. 
Le protocole pour les essais de necrose cellulaire debute par la centrifugation d'environ 
2 millions de cellules. Le surnageant est ensuite elimine et on ajoute quelques millilitres 
d'une solution de 150 mM NaCl. On refait le processus deux fois afin d'eliminer le 
DMEM (qui contient 4.5 mM de K+) du milieu extracellulaire. On centrifuge une 
derniere fois et on recupere l'amas de cellules pour les essais cellulaires. 
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4.2 Design et methodes de fabrication 
Les paragraphes suivants presenters le design de la plateforme cellulaire microfluidique 
et les methodes employees pour sa fabrication. On y explique la microfabrication du 
substrat et la conception de la microelectrode ionique selective. 
4.2.1 Plateforme cellulaire microfluidique avec microelectrode ionique selective 
La plateforme presentee s'inspire d'un travail recemment realise dans le laboratoire 
BioMEMS de l'Ecole Polytechnique de Montreal au niveau de la plateforme cellulaire 
en silicium [4]. Etant donne les couts de production eleves et l'opacite aux longueurs 
d'ondes du visible des plateformes en Si, on desire les remplacer par des plateformes en 
plastique. Celles-ci peuvent etre fabriquees a faibles couts, elles sont transparentes et 
biocompatibles. La plateforme microfluidique presentee dans ce travail est concue a 
partir de polydimethylsiloxane (PDMS) microstructure par prototypage rapide. 
La technique de prototypage rapide permet de concevoir et de fabriquer un systeme 
microfluidique en moins d'une journee [6]. C'est une technique pour fabriquer des 
prototypes rapidement et de maniere tres economique en comparaison aux techniques de 
microfabrication traditionnelles utilisant le silicium et le verre. Le prototypage rapide 
consiste en la fabrication d'un moule microstructure sur lequel un elastomere comme le 
PDMS est moule. Le PDMS sous forme liquide se conforme parfaitement au moule et 
peut creer des dispositifs microfluidiques avec une precision de l'ordre du micrometre. 
Dans ce travail, le moule est fait de photoresine epaisse (65um, SU8-50, epoxy, 
Microchem), deposee sur une gaufre de Si (04"), microstructuree par photolithographic 
(realise au Laboratoire de MicroFabrication, LMF, Ecole Polytechnique de Montreal). 
Le design du masque utilise pour la photolithographie et le detail de la microfabrication 
du moule en Si et en resine (SU8-50) sont presentes en annexe. La photolithographie est 
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effectuee a 1'aide de masques souples et transparents sur lesquels les motifs du reseau 
microfluidique sont imprimes avec une haute resolution. Dans le cadre de ce projet, la 
photoresine forme des structures 3D permanentes d'une largeur de 50um et d'une 
hauteur de 65um. Cette photoresine permet de creer un micromoule en un minimum 
d'etapes dont les cotes sont parfaitement verticaux, ce qui facilite le demoulage et 
permet de reutiliser le moule plusieurs fois. 
Une fois le moule en Si/SU8-50 realise, sa surface est modifiee par une silanisation en 
phase vapeur grace a l'agent CgfLChFoSi ((Tridecafluoro-l,2,2-tetrahydruoctyl)-l-
trichlorosilane, United Chemical Technologies), ce qui rend la surface du moule 
hydrophobe et facilite le demoulage du PDMS une fois polymerise [6]. Pour ce faire, on 
evapore cet agent dans un cristallisoir ferme a 70°C pour 12 heures afin qu'il se depose 
uniformement sur le moule. 
Pour la realisation des dispositifs en PDMS, on melange les deux composants du 
Sylgard 184 elastomer kit (Dow Corning), dans une proportion de 10/1 (base/durcisseur, 
volume/volume). Afin d'obtenir des dispositifs d'environ 300um d'epaisseur, on 
incorpore 3,3 mL de PDMS sur le moule place dans un petri de plastique (8cm x 8cm). 
On elimine les bulles en plagant le tout sous une cloche a vide pendant 1 heure. 
Finalement, le PDMS est polymerise a 60°C pendant 4 heures sur une plaque chauffante 
mise a niveau. 
Une fois la polymerisation completee, on utilise un scalpel pour decouper les differents 
dispositifs et on precede au demoulage. La figure 4.1 montre une vue en coupe du 
dispositif. Les puits (reservoirs) destines a la membrane ionique selective (~ 250nL) et a 
la culture cellulaire (~ 250nL) sont crees par deux trous (01 mm) realises a l'aide d'un 
poin§on destine aux biopsies cutanees (Dermal Biopsy punch, Miltex inc.). Les deux 
puits doivent etre distances d'au moins 5mm pour eviter que la membrane ionique 
selective contamine le puits cellulaire en cas de debordement de la membrane ionique 
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selective. Cette distance entre les deux puits est aussi necessaire afin de garantir une 
distance minimale entre les connecteurs microfluidiques externes. Le PDMS est ensuite 
lave dans un bain a ultrasons avec de Fisopropanol, de l'eau deionisee et puis finalement 
seche au jet d'azote. Le PDMS peut finalement etre colle sur un support en verre, sans 
distorsion des microstructures [33]. 
Dans ce projet, le canal forme dans le PDMS est aligne et pose sur un morceau de verre 
sur lequel des micropistes de platine sont structurees par un procede lift-off. Ce procede 
est realise de la maniere suivante : une couche de photoresine est microstructuree sur 
une gaufre de verre de (04"), de maniere a ce que la surface ou Ton desire du metal soit 
totalement decouverte. On depose ensuite le metal par evaporation induite par un 
faisceau d'electrons. On depose d'abord une couche de titane de 30 nm, suivie d'une 
couche de platine de 120 nm d'epaisseur. La couche de Ti est utilisee comme couche 
d'adherence sur le verre. Finalement, on dissout la photoresine, ce qui enleve le metal 
non desire et laisse intactes les micropistes deposees sur le verre. Les micropistes de Pt 
utilisees ont ete fabriquees dans les laboratoires de l'Universite de Sherbrooke (CRN2). 
On depose le dispositif de PDMS sur le verre en alignant le microcanal de 50um de 
largeur sur une piste de Pt (~ 80u.m de largeur) de maniere a ce que le reservoir de 
membrane ionique selective (puits ISE) soit en contact avec le Pt, mais que le puits 
cellulaire n'y touche pas (Fig. 4.1). Cet alignement se fait a 1'aide d'un stereoscope 
(Olympus, SZX16). U est aussi possible d'etablir un lien permanent entre le PDMS/verre. 
Le PDMS traite au plasma oxygene possede des groupes (Si-OH) a sa surface, tandis 
que le verre traite au plasma oxygene presente des groupements (-OH) a sa surface. Des 
liaisons covalentes se forment entre les deux par condensation lorsque le verre est mis en 
contact avec le PDMS. 
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Une goutte de membrane ionique selective est introduite dans le reservoir et elle 
parcourt le microcanal par capillarite, pour se rendre jusqu'au puits cellulaire. 
L'evaporation du cyclohexanone contenu dans la membrane necessite 48 heures. Par la 
suite, le verre est colle sur un circuit imprime, ou les connexions avec les pistes de Pt 
sont realisees avec une colle conductrice (Epoxy technology, EE129-4, Epo-Tek). 
Figure 4. 1 : Vue en coupe du dispositif (non a l'echelle). La membrane ionique 
selective prend la forme du microcanal et expose une surface (50um x 
65um) a la solution physiologique presente dans le puits cellulaire. Du 
cote oppose, la membrane ionique selective est en contact avec 
1'electrode interne de Pt. 
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Le microcanal qui contient la membrane ionique selective permet premierement de 
definir et de miniaturiser precisement la surface active de l'electrode (surface en contact 
avec la solution physiologique dans le puits cellulaire 50um x 65um) et deuxiemement 
d'ancrer solidement la membrane dans le dispositif. Contrairement aux membranes 
ioniques selectives planaires [11], les membranes ainsi ancrees ne presentent pas de 
probleme d'adhesion et ont un temps de vie prolonge [34]. De plus, ce design minimise 
la surface de contact entre la membrane ionique selective et le milieu cellulaire, 
reduisant ainsi les effets toxiques du PVC contenu dans la membrane ionique selective. 
Pour les premieres phases du projet, un prototype simplifie a prealablement ete realise 
dans le but de verifier que le concept d'integration d'une electrode ionique selective 
dans un polymere est realisable. La figure 4.2 montre le prototype utilise pour valider 
cette hypothese, appele macroelectrode ionique selective (macvoISIT). Un morceau de 
PDMS est pose sur une gaufre de silicium recouverte d'une couche de platine. Un trou 
est perfore dans le PDMS et est rempli de membrane ionique selective. 
Figure 4. 2 : Plateforme en PDMS integrant une macro/S£' (02mm). 
26 
4.2.2 Barriere de diffusion 
Un serieux probleme anticipe lors de ce projet est que le cyclohexanone, utilise comme 
solvant dans la membrane ionique selective, endommage le substrat de PDMS [26] et 
provoque une degradation des performances du capteur (section 3.2). Une barriere de 
diffusion entre le PDMS et la membrane ionique selective est une solution possible afin 
de bloquer la diffusion du cyclohexanone dans le PDMS. Suite a 1'analyse des 
differentes solutions proposees a la section 2.3, quatre methodes sont evaluees pour cette 
barriere de diffusion : 
1. Depot de Si02 par PECVD 
2. Depot de Parylene 
3. Depot Sol-gel 
4. Traitement aux UV/O3 
Une couche de 150 nm de SiO? est deposee sur le PDMS par plasma-enhanced chemical 
vapour deposition (PECVD, Luke MacQueen, Laboratoire de Procede par Plasma) a 
l'aide du montage presente a la figure 4.3 [35]. II s'agit d'un reacteur RF-PECVD de 
type Reinberg a plaques paralleles operant a 13.56 MHz. La couche de SiC>2 d'environ 
150 nm est formee en 2 minutes grace a un melange de gaz N20:SiH4 (Rapport des 
debits respectifs, 10:1). Les echantillons sont places sur l'electrode du bas connectee a la 
terre pour minimiser 1'effet nefaste du bombardement ionique. Ce bombardement d'ions 
energetiques peut augmenter localement la temperature, mais permet aussi d'obtenir une 
meilleure densite et d'ameliorer les proprietes electriques et mecaniques de la couche 
mince. Une temperature ambiante est souhaitable lors du depot afin de minimiser la 
contrainte en compression dans la couche mince lors du refroidissement [35]. 
Cependant, lorsque le plasma est active, on remarque toujours une augmentation de la 
temperature (T) dans l'enceinte de 33°C < T < 44°C. La puissance RF est maintenue a 
50 W. L'epaisseur de la couche de SiC>2 formee sur le PDMS est evaluee par 
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ellipsometrie (JA Woollam & co.). De plus, on mesure l'indice de refraction de la couche 
mince afin de verifier que sa composition s'apparente au SiC>2, ayant un indice de 
n(@587.6nm)=l,46. 
RF : source de puissance 13,56 MHz 
Ad : Reseau d'adaptation 
P1 : Pompe turbo-moleculaire 
P2 : Pompe rotative 
J : jauge de pression 
T : controleur de temperature 
C : controleur de debit massique 
PI : plasma 
S : substrat 
PC : plaque chauffante 
Figure 4. 3 : Montage experimental du reacteur RF-PECVD [35] 
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Une couche de lu,m de Parylene a ete testee comme alternative a la couche mince de 
Si02 dans le but de creer une barriere de diffusion entre la membrane ionique selective 
et le PDMS. Le Parylene est deposee sur le substrat de PDMS a temperature ambiante 
(LMF, Speciality coating system labcoater 2, Parylene C). Les specifications du 
procede de depot sont presentees a la figure 4.4. En resume, le dimere solide est amene 
en phase gazeuse, clive en monomeres et finalement, polymeriser spontanement sur le 
substrat. 
1) Vaporisation du dimere 
175°C 
CH2 2 CH2 2CH? 
2) Pyrolyse en monomere 
690°C 
3) Deposition du polymere 
25°C, 22 unites de pression 
Figure 4. 4 : Depot de Parylene (Appareil Speciality coating system labcoater 2 du 
LMF). 
L'integrite mecanique des couches de Parylene et de SiC>2 est examinee par 
miscroscopie electronique a balayage (MEB-Hitachi S-4700, LASEM). 
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II est aussi possible de creer une barriere de diffusion en Si02 a la surface du PDMS par 
un procede sol-gel, qui consiste en l'hydrolyse et la condensation d'un composant 
alcoxyle dans le polymere [15], ce qui conduit a la gelification du systeme. Les etapes 
du traitement sont les suivantes : 
- 5 h. dans le four a 95°C et refroidissement jusqu'a la temperature piece 
- 4 min. dans le tetraethyl orthosilicate (TEOS) pur 
- 15 h. dans 2.8% (ethylamine/EDI, v/v) et ringage 1 min. a EDI (eau deionisee) 
- 1 h. dans le four a 95°C et refroidissement jusqu'a la temperature piece 
- 2 h. dans une solution basique de phosphate de pH = 7,8 
- Rin§age a EDI et sechage a 1'azote 
Une barriere de diffusion a egalement ete cree sur le PDMS par un traitement UV/O3 de 
5 heures realise a l'aide de l'ozoniseur du LMF (longueur d'onde de 254 nm). 
La qualite de chaque barriere est caracterisee par 1'evaluation de la sensibilite des 
electrodes ioniques selectives au K+ incorporees au PDMS recouvert d'une barriere, 
ainsi que par 1'observation de sa surface par microscopie optique. 
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4.3 Instrumentation, montages experimentaux et protocoles 
La section suivante presente tous les elements necessaires a l'enregistrement d'une 
difference de potentiel (DDP) induite par un changement de concentration d'ion 
potassium detectee par la microelectrode ionique selective. 
4.3.1 Mesures potentiometriques 
Le montage utilise pour la validation preliminaire du concept d'integration d'une 
electrode ionique selective au PDMS est presente a la figure 4.5. On y retrouve le 
prototype simplifie de la macroISE (fig. 4.2) assemble avec la chambre fluidique. Cette 
chambre fluidique (volume de 18uL) permet de diriger le flux de solution pompee dans 
la chambre afin que chaque solution entre en contact avec la membrane ionique 
selective. La chambre fluidique integre la minielectrode de reference (mini-Ag/AgCl/3 M 
KCl DRIEF-2, World precision instruments), placee a la sortie du flux (fig. 4.5). Les 
mesures potentiometriques sont enregistrees a l'aide d'un amplificateur a haute 
impedance d'entree, connecte au Pt et a l'electrode de reference. Le systeme 
d'acquisition de donnees est controle par Labview [34]. Les composants du montage, a 
1'exception de la pompe et de l'ordinateur, sont places dans une cage Faraday afin 
d'eviter les perturbations externes de la fern (force electromotrice) enregistree [4]. 
Figure 4. 5 : Montage experimental pour essais electrochimiques avec la plateforme 
microfluidique en PDMS avec une macroISE. 
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La fonctionnalite des ISE est testee par une calibration electrochimique realisee avec des 
solutions standard de concentration ascendante, allant de 10"7 M K+,10"6 M K+,..., 10"2 
M K+ jusqu'a 2x10"1 M K+. Ces solutions de calibration sont amenees dans la chambre 
fluidique par une pompe Masterflex (Cole Palmer Instrument) a un debit de 22uL/s. La 
calibration electrochimique s'effectue selon les etapes suivantes : 
1) Solution de 10"7M KCl/150mM NaCl pompee pendant 5min. et ensuite 
maintenue statiquement dans la chambre fluidique pour 15min. Ceci permet de 
stabiliser la reponse potentiometrique de VISE pour les faibles concentrations de 
potassium. 
2) Solution de 10~7M KCl/150mM NaCl pompee pour 2min., suivi d'une pause 
statique de 2min. et finalement ensuite d'un enregistrement de la fern 
echantillonnee toutes les 0,01 secondes lors des 20 dernieres secondes. 
3) Solution de 10"6M KCl/150mM NaCl pompee pour 2min., suivi d'une pause de 
2min. et finalement d'un enregistrement de la fern echantillonnee toutes les 0,01 
secondes lors des 20 dernieres secondes. 
4) Reprise du cycle de pompage, repos statique et enregistrement pour la prochaine 
solution, jusqu'a 2xlO~1M KCl/150mM NaCl. 
L'enregistrement de la fem se fait au meme moment du cycle pour chacune des 
solutions, ce qui permet d'etablir une courbe de la force electromotrice en fonction de la 
concentration, ou chaque point represente la moyenne de la fem enregistree pendant 20s. 
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Le montage utilise pour la calibration d'une microelectrode ionique selective integree au 
PDMS est presente a la figure 4.6. On y retro.uve la microISE de la figure 4.1 avec la 
chambre fluidique. Tous les tests sont effectues de la meme maniere qu'avec le 
dispositif incorporant la macwISE. 
Electrode de reference 
Figure 4. 6 : Montage experimental pour essais electrochimiques avec la plateforme 
microfluidique en PDMS avec une micmlSE. 
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4.3.2 Protocole des essais cellulaires 
Les cellules sont transferees dans le puits cellulaire de 250nL et une membrane poreuse 
est placee par-dessus de maniere a le separer de la chambre fluidique et a confiner les 
cellules suspendues. La figure 4.7 presente ce montage pour les plateformes integrant 
une macro/Si? (fig. 4.7 a) et une micro/SZs (fig. 4.7 b). La membrane microporeuse 
(Falcon, 1 fj.rn.pore size, PET membrane, #353102) permet la diffusion des ions. 
a) 
Membrane ionique selective 
b) 
Electrode de reference 
Figure 4. 7 : Montage experimental pour essais cellulaires avec les plateformes 
cellulaires microfluidique en PDMS avec a) macvoISE et b) micvoISE. 
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La reproductibilite des mesures est assuree par l'automatisation partielle des mesures par 
un protocole precis : 
1) Stabilisation de quelques minutes de 1'electrode ionique selective dans la 
solution de 150mM NaCl. 
2) Pompage d'eau deionisee (EDI) pendant 1 min a 22uL/s, ce qui provoque la mort 
cellulaire. Attendre la stabilisation de la force electromotrice (environ lOmin.). 
3) Pompage d'une solution de 150mM NaCl afin d'eliminer le potassium du puits 
cellulaire et de la chambre fluidique (Rincage). 
4) Une fois l'equilibre atteint, on procede a une calibration de 1'electrode ionique 
selective telle que decrite a la section 4.3.1. 
Lors de 1'etape 2), le NaCl du puits cellulaire (250 nL) diffuse rapidement vers la 
chambre fluidique (18 uL) remplie d'EDI, etant donne leur difference de volume. II y a 
done une diminution importante et soudaine de I'osmolarite extracellulaire, ce qui induit 
un choc hypoosmotique. Le milieu hypoosmotique est maintenu pendant environ 10 
min. Les essais temoin (sans cellule) sont realises selon les memes etapes. 
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CHAPITRE 5 : RESULTATS ET ANALYSE 
Dans ce chapitre, les principaux resultats obtenus au cours du projet sont presentes. Les 
phenomenes observes sont analyses et des solutions aux problemes sont proposees. Cette 
section debute par l'integration d'une electrode ionique selective dans une plateforme 
microfluidique de PDMS. On analyse ensuite les differentes barrieres de diffusion et les 
resultats obtenus au niveau de la miniaturisation de l'electrode ionique selective (ISE) 
dans le but d'integrer une microISE au dispositif de PDMS. Les resultats sont compares 
avec ceux obtenus precedemment avec la plateforme en silicium [4]. 
5.1 Electrode ionique selective integree dans le PDMS 
Premierement, on verifie le concept d'integration d'une electrode ionique selective dans 
le PDMS a l'aide du montage presente a la figure 4.5 (macro/S£). La sensibilite de 
l'electrode ionique selective en fonction de son vieillissement est presentee a la figure 
5.1. Au debut de son utilisation (jour 1 et 4), la sensibilite est quasi-Nernstienne. 
Cependant, contrairement aux microelectrodes de Si [34], VISE integree au PDMS a un 






























10 10 10 10 
[K+] (M) 
10 10 10 
Figure 5. 1 : Courbe de calibration d'une electrode ionique selective incorporee dans le 
PDMS. La force electromotrice (EMF, electromotrice force) en fonction de 
la concentration en ions potassium ([K+], echelle logarithmique) est mesuree 
directement apres le sechage de la membrane ionique selective (jour 1), 
apres 4, puis 8 jours. 
La degradation observee est due en particulier au cyclohexanone, composant utilise afin 
de solubiliser la membrane ionique selective. En effet, le PDMS peut se gonfler et meme 
etre dissous en presence de certaines substances organiques [25] (section 3.2). Ces 
perturbations au niveau du PDMS fragilisent 1'adhesion entre la membrane ionique 
selective et le PDMS, ce qui peut provoquer l'apparition de courts-circuits entre 
l'echantillon (solution aqueuse) et le Pt. 
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Le tableau 5.1 presente une analyse succincte de la solvatation du cyclohexanone dans le 
PDMS (precision de la balance de 10"4g). Immerge dans une solution de cyclohexanone, 
le PDMS subit une augmentation de 28% de sa masse en 23 heures. Ce gonflement 
s'accompagne bien sur d'une deformation du polymere. En retirant le bloc de PDMS du 
cyclohexanone, celui-ci reprend quasiment son poids initial apres 20 heures 
d'evaporation. La difference entre le poids initial et le poids final (-2%) peut etre du a 
une difference d'humidite ambiante entre le debut et la fin de l'experience ou par la 
dissolution partielle des contaminants par le cyclohexanone [25]. Un resultat similaire 
avait ete obtenu par 1'equipe de Roman et al. pour des analyses electrophoretiques [13] 
effectuees dans des microcanaux de PDMS. 
Ces resultats confirment que le cyclohexanone endommage le substrat de PDMS [26] et 
qu'il peut causer la degradation prematuree des performances du capteur. Deux options 
permettraient de resoudre ce probleme, soit l'echange du cyclohexanone pour un autre 
solvant ou la creation d'une barriere de diffusion. Le tetrahydrofurane (THF) est souvent 
utilise pour les membranes ioniques selectives, mais il dissout tout autant le PDMS que 
le cyclohexanone. D'autres solvants ne sont pas pris en compte, car il faudrait redefinir 
la composition de la membrane. Le choix de la barriere de diffusion s'impose afin de 
bloquer la diffusion du cyclohexanone dans le PDMS. Les differentes solutions 
envisagees sont presentees a la section suivante. 
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5.2 Barriere de diffusion 
Le choix du type de barriere permettant de proteger le PDMS doit tenir compte de 
plusieurs caracteristiques specifiques de la plateforme. La barriere doit (i) resister 
chimiquement a tous les composants de la membrane ionique selective, (ii) doit avoir 
une grande resistivite electrique, (iii) doit etre transparente et (iv) ne doit pas interferer 
d'aucune maniere avec l'electrode ionique selective. 
5.2.1 Precede sol-gel et traitement du PDMS 
La solution qui semble la plus rapide et la plus efficace est le precede sol-gel [15], qui 
consiste en l'hydrolyse de groupements alcoxyles, puis a la condensation des produits 
hydrolyses, conduisant a la gelification du systeme [13, 15, 36]. Cette methode combine 
la facilite de fabrication de la lithographie souple avec la robustesse chimique du verre 
[16]. Cette technique fonctionne bien pour la separation electrophoretique [13]. Dans 
notre cas, le precede sol-gel a deforme le substrat en PDMS tres probablement par la 
contrainte inherente a la couche de SiCb creee par le precede sol-gel. Par ce fait, les 
dispositifs realises n'ont pu etre assembles, ni etre testes. 
L'autre solution la plus rapide pour former une bonne barriere de diffusion est le 
traitement du PDMS par UV/O3, qui est souvent utilise afin de favoriser l'attachement 
cellulaire. Ce traitement cree une couche semblable au SiC»2 a la surface du PDMS [17, 
18]. La figure 5.2 montre les courbes de calibrations obtenues avec le dispositif de la 
figure 4.5, ou la surface structured du PDMS a ete traitee aux UV/O3. 
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Figure 5. 2 : Courbe de calibration d'une electrode lonique selective incorporee au 
PDMS traite aux UV/O3. La force electromotrice (EMF) en fonction de la 
concentration en ions potassium ([K+]) est mesuree apres le sechage de la 
membrane ionique selective (jour 1) et apres 8 jours. 
Ces resultats experimentaux montrent un vieillissement premature du capteur, puisque 
les valeurs de la variation de la EMF mesuree en fonction de la concentration K+ 
diminuent avec le temps. La degradation semble toutefois etre moins importante que 
pour le PDMS seul, puisque la sensibilite apres 8 jours est encore de 33mV/pK+ alors 
qu'elle n'etait que de 20 mV/pK+ pour le PDMS seul. 
5.2.2 Depot de Si02 par PECVD sur le PDMS 
Etant donne que le procede sol-gel et le traitement par UV/O3 ne semblent pas ideaux 
pour ce projet, le choix de la barriere se tourne vers le depot d'une couche mince de 
SiC>2 par PECVD. Le but est done de deposer une couche mince de SiC>2 sur un substrat 
de PDMS prealablement microstructure, ce qui s'avere beaucoup moins dispendieux et 
plus rapide que de microstructurer directement le verre. L'epaisseur de la couche mince 
deposee sur le PDMS n'a pas une importance critique, en autant qu'elle forme une 
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bonne barriere de diffusion. L'epaisseur des couches deposees par PECVD est done 
fixee a une centaine de nanometres. Le parametre le plus important est la temperature de 
depot, qui doit etre pres de la temperature ambiante. Les raisons de ce choix decoulent 
des proprietes physiques des materiaux, presentees au tableau 5.2. Ces donnees 
permettent une comparaison qualitative des proprietes physiques des deux materiaux et 
mettent en evidence leurs differences. 
Tableau 5.2 : Proprietes physiques du PDMS et du SiC>2. 
PDMS 
Si02 








Coeff. lineaire d'expansion 
thermique(-10"<7°C) 
310* 





[37-40], *D'apres la documentation de Dow Corning 
Au tableau 5.2, on remarque d'abord la grande difference entre les coefficients lineaires 
d'expansion thermique. Un depot de SiC>2 sur PDMS a une temperature trop elevee 
engendre une contrainte en compression dans la couche mince lors du refroidissement. 
Cette contrainte peut engendrer des craquements observes dans la couche mince de Si02 
[17]. Pour creer une barriere de SiC>2 efficace, il est important de controler la 
temperature de depot afin qu'elle demeure le plus pres possible de la temperature 
ambiante, soit environ 25°C. 
D'autre part, le tableau 5.2 revele egalement une difference importante des modules de 
Young des deux materiaux. Cette difference d'elasticite peut etre problematique lors de 
la manipulation du dispositif. Le PDMS se deforme facilement lorsqu'on le manipule, 
contrairement au SiC>2. Si la contrainte mecanique induite par les deformations du 
PDMS est importante, la couche mince de SiC>2 peut craquer. Pour conserver l'integrite 
de la barriere de SiC>2, il faut eviter de contraindre mecaniquement le dispositif. 
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En resume, le depot par PECVD a ete optimise pour une temperature moyenne aussi 
proche que possible de la temperature ambiante et ayant une epaisseur de 1'ordre de la 
centaine de nanometre. La figure 5.3 presente un depot de SiOa realise a une temperature 
de 85°C (Td). 
16kV 14.4mm x600 SEfM) SPI2DQ712:07 
Figure 5. 3 : Image MEB de la surface du SiC>2 (115nm, n=l,47) depose par PECVD sur 
duPDMS (Td=85°C). 
Les ondulations sont le resultat de la relaxation du dispositif face aux contraintes 
imposees par le PDMS qui retrecit beaucoup plus que le SiOi lors du retour du systeme 
a la temperature ambiante [17, 41]. Le relief onduleux temoigne de la difference entre 
les coefficients d'expansion thermique des materiaux et du fait qu'il y a une bonne 
adherence a leur interface. 
Les images de la figure 5.4 ont ete obtenues par microscopie optique. La figure 5.4 a) 
presente une image du dispositif avec une couche de 175nm de SiC>2 n'ayant pas subi de 
contrainte mecanique apres le depot. La figure 5.4 b) montre ce merae dispositif une fois 
qu'il a subi une manipulation mecanique consistant a le retirer du porte-echantillon et le 
deplacer sur 1'electrode de Pt. 
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Figure 5 .4 : Surface du SiQ2 depose par PECVD sur du PDMS (Td = 37°C): 
a) avant manipulations et b) apres manipulations 
Des motifs onduleux semblables a ceux observes a la figure 5.3 apparaissent a la 
surface. La figure 5.4 permet de constater que la manipulation du dispositif, aussi 
minutieuse soit-elle, cause une perturbation mecanique dans le Si02 et cree des 
craquements (figure 5.4 b). Ce phenomene est typique d'une couche rigide deposee sur 
un substrat flexible [23]. 
II faut noter que meme en 1'absence de chauffage, d'une ou des deux electrodes du 
reacteur, la temperature a l'interieur du reacteur augmente lors d'un depot. Ceci est du a 
1'activation du plasma. La temperature minimale mesuree lors du depot PECVD est de 
33 °C et la figure 5.6 presente l'image de la couche mince obtenue dans ce cas. 
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Figure 5. 5 : Images MEB du Si02 (173nm, n=l,43) depose par PECVD sur du PDMS 
(Td = 33°C). 
A petite echelle, on distingue a nouveau les craquements lies a la manipulation du 
dispositif. On peut done deduire des resultats obtenus a la figure 5.5 que la temperature 
de depot peut etre reduite de maniere significative afin d'eliminer la contrainte induite 
par la difference des coefficients de dilatation thermique, mais que la manipulation 
mecanique demeure toujours problematique. 
Afin de diminuer la contrainte mecanique du a la manipulation des dispositifs, un depot 
est effectue en parallele sur deux substrats en PDMS d'epaisseur differentes. Apres le 
depot, les deux dispositifs ont subi les memes manipulations mecaniques. Le dispositif 
de faible epaisseur (dPDMS =200u.m) est demeure intact, alors que le plus epais 
(dpDMs =l/7mm) est craquele (figure 5.6). 
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Figure 5. 6 : Image du Si02 (ds,02=116nm, n=l,46) depose par PECVD sur du PDMS, 
echelle de 100am, (Td = 85°C). 
Epaisseur du PDMS est: a) 1,7mm et b) 200um 
Ce resultat peut etre explique par la formule de Stoney, en tenant compte des conditions 
presentees dans l'article de Huang et al. [42], c'est-a-dire : l'epaisseur de la couche 
mince et du substrat sont faibles par rapport aux dimensions laterales, la couche mince 
est beaucoup plus mince que le substrat, le substrat est homogene, isotropique et 
lineairement elastique et la couche mince est isotropique, les effets de bords pres de la 
peripheric du substrat sont negligeables, les proprietes physiques sont invariantes dans le 
plan parallele a l'interface, le gradient de contrainte dans la direction de l'epaisseur se 
dissipe uniformement dans le materiau et les deformations sont infinitesimales [42]. 
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Equation de Stoney : aSi02 = - •
 Epms • ̂ ^ - ( 8 ) 
" ^ _ VpDMS ) "-SiOl 
La contrainte dans la couche mince est notee <JSi02 [MPa] et la courbure imposee au 
dispositif, qui represente la deformation mecanique, est notee K[m]. En estimant un 
module de Young deEPDMS = 615 kPa et avec un coefficient de Poisson de vPDMS= 0,5, 
pour des epaisseurs de substrat de 1,7mm et de 0,2mm, on obtient les relations 
suivantes : 
a) dpDm = 1.7mm -» aSi02 « 5 • K 
b ) dPDMs = 2 0 0 ^ m -> ^s/02 a ° '0 7 • «" 
Ces resultats corroborent ce qui est observe a la figure 5.6. En effet, pour une 
deformation mecanique identique, la couche mince deposee sur un substrat de PDMS 
plus epais (Fig. 5.6 a) subit une contrainte environ 70 fois plus elevee que celle imposee 
au SiC>2 deposee sur un substrat plus mince (fig. 5.6 b). 
Suite a ces resultats, nous pouvons affirmer qu'il est possible de deposer une barriere de 
diffusion en SiC>2 sur du PDMS qui soit efficace et robuste. Cependant, pour les 
applications auxquelles est voue notre dispositif, il s'avere ardu de travailler avec un 
dispositif dont l'epaisseur est inferieure au millimetre. II n'a done malheureusement pas 
ete possible d'effectuer un test electrochimique pour valider cette deposition. D'autres 
options ont done ete investiguees afin d'obtenir une barriere de diffusion sur un substrat 
de PDMS dont l'epaisseur est superieure a 1mm. 
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5.2.3 Depot de Parylene sur le PDMS 
Le PDMS peut etre recouvert d'une couche mince d'un autre polymere, le Parylene. 
Cette technique est utilisee dans de nombreuses applications biomedicales, notamment 
comme revetement servant a encapsuler des implants retiniens [43]. Le Parylene s'avere 
avoir une tres faible permeabilite a l'eau et une bonne stabilite dans le temps. Ce 
materiau biocompatible est transparent aux longueurs d'onde du visible et ses proprietes 
physiques sont similaires a celles du PDMS, comme le montre le tableau 5.3. 
Tableau 5.3 : Proprietes mecaniques et electriques du PDMS et du Parylene C. 
PDMS* 
Parylene ** 
















*D'apres la documentation de Dow Corning **D'apres la documentation de Special Coating System 
L'integrite mecanique de la couche mince de Parylene C est controlee par des 
observations MEB comme celles de la figure 5.7. La figure 5.7 a) montre le 
microcanal et un reservoir en PDMS, tel que represente a la figure 4.1. La figure 5.7 b) 
montre ce PDMS une fois recouvert d'une couche mince de parylene. 
a) PDMS b) PDMS avec depot de 1 jim de Parylene 
Figure 5. 7 : Image MEB du dispositif en PDMS avec un microcanal et deux reservoirs. 
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La figure 5.7 b) montre que le Parylene se depose de maniere homogene sur le substrat, 
ce qui garantit l'isolation complete du dispositif. La figure 5.8 presente la courbe de 
calibration d'un dispositif (fig. 4.2) dont la surface est recouverte de 5um de Parylene. 
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—O— 1 jour 
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Figure 5. 8 : Courbe de calibration d'une ISE incorporee au PDMS sur lequel est depose 
5um de Parylene. La force electromotrice (EMF) en fonction de la 
concentration en ions potassium ([K+], echelle logarithmique) est mesuree 
directement apres le sechage de VISE (jour 1) et apres 8 jours. 
Les courbes de la figure precedente prouvent que le Parylene est une tres bonne barriere 
de diffusion pour le PDMS. On remarque un comportement super-Nernstien au jour 1, 
mais la reponse Nernstienne se stabilise a 57 mV/pK+ et se maintient apres 8 jours. Ce 
materiel semble etre ideal pour 1'application des electrodes ioniques selectives, puisque 
la sensibilite de l'electrode ne se degrade pas apres plusieurs jours. 
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5.3 Microelectrode ionique selective integree au PDMS 
Jusqu'a present, on a prouve que 1'integration d'une electrode ionique selective dans le 
PDMS est possible grace au dispositif de la figure 4.2 et on a travaille a 1'amelioration 
de sa stabilite dans le temps. Le prochain defi est de diminuer la taille de la macroISE 
pour en faire une microISE, telle qu'illustree a la figure 4.1. La calibration de ce 
dispositif est presentee a la figure 5.9. 
10 10 
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Figure 5. 9 : Courbe de calibration quasi-Nernstienne d'une microelectrode ionique 
selective incorporee au PDMS. La force electromotrice (EMF) est en 
fonction de la concentration en ions potassium ([K+], echelle logarithmique). 
La reponse Nernstienne de la courbe de la figure precedente est une preuve de concept 
preliminaire au niveau de 1'integration d'une microelectrode ionique selective dans le 
PDMS, selon la configuration proposee a la figure 4.1. 
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5.4 Essais de detection de la mort cellulaire 
5.4.1 MacroISE 
Apres avoir demontre qu'une macroISE et qu'une microISE peuvent etre integrees dans 
un substrat de PDMS, il est temps de tester ces electrodes en situation reelle, soit la 
detection en temps reel de la mort cellulaire oncotique. Pour valider ce concept, on 
utilise d'abord un dispositif avec une macro/S£ semblable a celui presente a la figure 4.7 
a). 
La reproductibilite des mesures est assuree par le protocole experimental tres precis 
decrit a la section 4.3.2. L'enregistrement de la EMF est presente a la figure 5.10 en 
fonction du temps. La courbe n'est pas continue, car elle ne montre que les mesures 
realisees en mode statique, c'est-a-dire lorsque la pompe est arretee et qu'il n'y a aucun 
flux de solution dans la chambre fluidique. 
Au tout debut, la figure 5.10 montre une phase de stabilisation de l'electrode ionique 
selective baignant dans un environnement de 150mM NaCl (10 premieres minutes de 
l'essai). On introduit ensuite de l'eau deionisee (EDI, indique par une fleche a la figure 
5.10). Le NaCl du puits cellulaire diffuse rapidement vers la chambre fluidique remplie 
d'EDI, ce qui provoque un choc hypoosmotique. Pour retablir 1'equilibre osmotique, la 
cellule se gorge d'eau et se gonfle fortement. La cellule active alors le mecanisme de 
Regulatory Volume Decrease (RVD), processus presente a la section 3.3. Le mecanisme 
RVD ne suffit pas pour stopper le gonflement et la cellule finit par eclater (phase appelee 
Lyse a la figure 5.10). II y a alors liberation de K+ intracellulaire et on observe une nette 
augmentation du signal electrochimique EMF. 
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Le milieu hypoosmotique est maintenu pendant environ 10 min, periode durant laquelle 
un pompage d'EDI de quelques secondes est effectue (perturbation de la EMF observee 
a la 19e minute de l'essai). On procede ensuite a la phase de Rincage en faisant passer 
dans la chambre fluidique une solution de 150mM NaCl afin d'eliminer le potassium du 

















, Ringage , ",' Calibration (M KCI) , 
1 1 1 I I 
0 10 20 30 40 50 60 70 80 
Temps (min.) 
Figure 5.10 : Detection de flux potassiques extracellulaires avec une macro/Si? integree 
dans une plateforme de PDMS avec barriere de diffusion (EDI: eau deionisee). 
Les resultats de la figure 5.10 montrent qu'une ISE incorporee dans le PDMS est capable 
de detecter la mort cellulaire de facon significative. L'augmentation de la EMF 
enregistree pendant la periode ou la mort cellulaire est provoquee (lyse) temoigne de la 
capacite du systeme a detecter une augmentation de concentration en ions K+ dans la 
chambre cellulaire. Cette methode laisse entrevoir la possibilite de quantifier la mort 
cellulaire, en comparant les mesures de EMF enregistrees lors de la lyse avec celles 
obtenues lors de la calibration [4]. 
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5.4.2 MicroISE 
L'essai de la figure 5.10 est une premiere validation du concept de detection de 
fonctions cellulaires avec une ISE incorporee au PDMS. La prochaine verification a faire 
est de tester ce concept avec une micro/Si?. Le schema pour realiser cette experience est 
presente a la figure 4.7 b) et les resultats electrochimiques de l'essai cellulaire sont 






Figure 5.11 : Detection de flux potassiques extracellulaires avec une micro/Sis integree 
dans une plateforme de PDMS (noir) et la courbe temoin (rouge) 
Les donnees de la figure 5.11 montrent une courbe temoin (rouge) qui a ete realisee dans 
les memes conditions que la courbe d'essai cellulaire (noir), a l'exception qu'il n'y avait 
pas de cellule dans le micropuits. Dans les deux cas, on remarque une augmentation de 
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la difference de potentiel mesuree lors de la 17e minute, qui represente une perturbation 
causee lors de l'injection d'eau deionisee (EDI). La difference de potentiel se stabilise 
une fois que l'equilibre ionique se retablit via la diffusion des ions Na+ et CI" du 
micropuits cellulaire vers la chambre fluidique. Ensuite, la courbe de 1'essai cellulaire 
(noir) se stabilise, tandis que la courbe temoin (rouge) ne cesse de decroitre vers sa 
valeur initiale. Ceci temoigne d'une augmentation de la concentration en potassium suite 
a l'induction de la mort cellulaire. U est done possible de detecter la mort cellulaire a 
l'aide d'une microISE en PDMS. 
Lorsque Ton debute la phase de rincage, les deux courbes presentent une perturbation de 
la EMF due a 1'activation de la pompe. Au moment ou ce regime dynamique arrete et 
que la solution entre en mode statique, les valeurs de EMF retournent vers leur etat 
initial et demeurent stables jusqu'a la calibration. On denote que les mesures sont 
instables en regime dynamique. II se pourrait que le pompage de liquide cree des 
perturbations mecaniques au niveau de la vmcxolSE. Les futurs essais cellulaires avec les 
micro/Sis devront etre realises a debit inferieur a 22uL/s. 
On remarque a la figure 5.11 que la calibration effectuee a la fin de 1'essai cellulaire 
revele une sensibilite de la m\cxoISE nettement inferieure a celle obtenue lors de 1'essai 
temoin. Cette perte de sensibilite peut etre causee par divers phenomenes, notamment 
une perturbation au niveau du contact entre la membrane ionique selective et le platine, 
un court-circuit entre la chambre fluidique et le platine, une perturbation de la surface 
active de 1'electrode ionique selective, etc. 
Dans ce contexte d'essai cellulaire, il est interessant d'etudier 1'hypothese de la 
perturbation de la surface active, qui pourrait etre expliquee par le biofouling, e'est-a-
dire les debris cellulaires absorbes a la surface du capteur qui reduisent 
considerablement la surface active de la microelectrode ionique selective. Cette 
hypothese est valable pour les essais preliminaires presentes ici, car le nombre de 
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cellules utilisees est tres important (environ 2 x 106 cellules pour un micropuits cellulaire 
de 250nL). Ce probleme de biofouling n'apparait pas dans le cas des essais cellulaires 
avec les microISE en Si [4], puisque le nombre de cellules est beaucoup moindre 
(quelques centaines de cellules). Cet essai cellulaire preliminaire n'est pas representatif 
d'un essai cellulaire typique auquel est destine cette plateforme. Les prochains essais 
cellulaires seront effectues avec beaucoup moins de cellules (quelques milliers ou 
moins) et permettront surement de minimiser ce phenomene de biofouling. Par ailleurs, 
le biofouling n'a pas ete observe lors de l'essai cellulaire avec une macroISE (fig. 5.10). 
Etant donne la grande surface de la macroISE, les debris organiques n'ont recouvert 
qu'une faible partie de sa surface active. 
Afin d'eviter ce probleme de biofouling, il est aussi possible d'integrer la micro/Si? a 
l'exterieur des micropuits cellulaires de maniere a ce qu'elle ne soit pas en contact direct 
avec les cellules, mais seulement avec la solution extracellulaire. De cette fa§on, la 
microISE serait protegee des debris cellulaires grace a une membrane poreuse, de la 
meme maniere que l'electrode de reference dans le schema de la figure 4.7 b). 
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CONCLUSION 
Le design de ]a plateforme microfluidique en polymere presentee dans ce projet propose 
plusieurs avantages par rapport a la plateforme microfluidique en silicium realisee 
precedemment [4]. La transparence aux longueurs d'onde du visible de la nouvelle 
plateforme permet d'observer les cellules par microscopie inversee parallelement avec 
l'analyse des mesures potentiometriques realisees en temps reel par la micrcoelectrode 
ionique selective. De plus, l'utilisation de polymere permet la production rapide et peu 
couteuse, ce qui genere des plateformes microfluidiques jetables, appropriees pour les 
essais biomedicaux steriles. 
La technique de microfabrication par prototypage rapide [6] du PDMS est utilisee afin 
de verifier le concept d'integration d'une electrode ionique selective a une plateforme 
polymerique. La caracterisation de la sensibilite du prototype avec une electrode ionique 
selective macroscopique montre une reponse quasi-Nernstienne. Suite a cette preuve de 
concept, le prochain defi a ete d'ameliorer le temps de vie du capteur qui demeure 
sensible pour les 4 premiers jours, mais qui se degrade en moins de 8 jours. Des tests de 
solvatations ont confirme que la deterioration prematuree du capteur est du a la 
degradation du PDMS qui se gonfle et se dissout lorsqu'il est en contact avec le 
cyclohexanone de la membrane ionique selective [26]. Puisqu'il n'est pas possible 
d'eliminer le cyclohexanone, la meilleure solution est de creer une barriere de diffusion 
entre le PDMS et la membrane ionique selective. 
Le depot d'une couche mince de SiCh presente toutes les caracteristiques requises pour 
la barriere de diffusion, soit la transparence au spectre du visible, une bonne resistance 
chimique et mecanique, une grande resistivite electrique et aucune interference avec 
1'electrode ionique selective [13, 16]. Le depot de SiOa par PECVD sur le PDMS 
presente plusieurs defis de conception. En effet, etant donne la grande difference de 
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coefficient d'expansion thermique et de module d'elasticite entre le SiC>2 et le PDMS, il 
a fallu developper un depot qui limite les contraintes generees dans la couche mince de 
SiC>2 et ainsi assurer l'integrite de la barriere. Premierement, il faut eviter de deposer a 
temperature trop elevee, car le grand retrecissement du PDMS par rapport au SiOi lors 
du refroidissement cree des contraintes en compression dans la couche de SiCX Grace 
au controle des temperatures de depot (inferieures a 85°C), le relachement des 
contraintes s'opere par la formation d'ondulations dans la couche mince, sans alterer 
1'etancheite de la barriere de diffusion, ni sa transparence. 
Ce qui est problematique avec le depot de SiO? par PECVD, ce sont les contraintes 
induites dans la couche mince par la deformation du PDMS lors de la manipulation de 
l'echantillon et qui fissurent la barriere de diffusion. Afin d'eviter ces craquements, un 
nouveau design de depot a ete developpe en s'inspirant de 1'equation de Stoney, qui 
stipule que la contrainte est d'autant plus important que l'ecart d'epaisseur entre la 
couche mince et du PDMS est grand. Pour une plateforme microfluidique en PDMS 
d'environ 200um d'epaisseur, les resultats devoilent qu'une barriere de SiOa de 115nm 
demeure intacte. Cette decouverte s'avere tres utile pour la plateforme microfluidique 
qui integre une microelectrode ionique selective. Cependant, pour simplifier la 
manipulation, le premier prototype en PDMS integrant une electrode ionique selective 
macroscopique doit avoir une epaisseur de 1 mm, ce qui engendre des fissures dans la 
couche de SiCX Une autre barriere de diffusion doit alors etre envisagee. Une couche 
mince de Parylene, polymere qui s'adapte bien aux deformations [45], demeure intacte 
et permet d'ameliorer considerablement le temps de vie de 1'electrode integree au 
PDMS. Ce prototype a done permis de franchir une autre etape cle du projet, soit la 
creation d'une electrode ionique selective integree a une plateforme polymerique dont la 
sensibilite demeure stable pour plus d'une semaine. 
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Suite a ces avancees, la taille de 1'electrode incorporee au PDMS a ete reduite afin de 
creer une microelectrode ionique selective. Cette miniaturisation ouvre la porte a la 
creation d'une plateforme microfluidique polymerique integrant plusieurs micropuits 
cellulaires ayant chacun sa propre microelectrode ionique selective. Le developpement 
des essais realises en parallele est un enjeu primordial dans le domaine des laboratoires-
sur-puce afin d'accroitre leur efficacite. 
Au cours de ce projet, le PDMS a ete privilegie pour la creation de prototypes de la 
plateforme microfluidique polymerique, car il est facile et rapide a microfabriquer. Dans 
une prochaine version de la plateforme polymerique, il sera primordial de verifier s'il 
existe un polymere resistant aux composants de la membrane ionique selective, 
notamment le cyclohexanone. Cependant, il ne faut pas negliger les caracteristiques 
essentielles de transparence et de biocompatibilite. De plus, il serait interessant de creer 
des plateformes en polymeres durs, comme le PMMA, afin d'augmenter la stabilite 
mecanique de la microelectrode ionique selective. Une plateforme dure permettrait 
egalement de reduire les perturbations induites au niveau des mesures potentiometriques 
realisees en regime microfluidique dynamique. Un autre defi pour la suite du projet sera 
d'eviter la reduction de la surface active de la membrane ionique selective causee par le 
biofouling. Une solution interessante a ce probleme est d'integrer la microelectrode juste 
a l'exterieur des micropuits cellulaires de maniere a ce qu'elle ne soit pas en contact 
direct avec le milieu extracellulaire. 
Le developpement de la plateforme en PDMS et les essais cellulaires realises dans ce 
projet ont permis de detecter la mort cellulaire, par l'entremise des flux potassiques 
extracellulaires. Ce succes a valide le concept fondamental du projet, soit la detection de 
fonctions cellulaires a 1'aide d'une microISE integree a une plateforme en polymere. La 
technologie developpee promet d'etre en mesure de quantifier la mort cellulaire, de 
fagon similaire a ce qui a ete realise grace a la plateforme de silicium prealablement 
realisee [41. 
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ANNEXE I : MICROFABRICATION DE LA PLATEFORME 
Voici le detail de la microfabrication du moule en SUSU8-50, ainsi que les etapes de 
prototypage rapide. Les schemas sont presented sous une vue en coupe. 
Etapes 
Etalement de la photoresine epoxy SU8-50 
(epaisseur de 65um) sur une gaufre de Si et 
recuit 
Masque souple avec le motif d'un microcanal de 
50um de largeur 
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